Protective Effect of Soluble FGFR4 Extracellular Domain on Tetracycline-induced Fatty Liver by 姜远
学校编码：10384                                 分类号     密级      






硕  士  学  位  论  文 
   
 
可溶性 FGFR4 胞外区蛋白 
对四环素诱导的脂肪肝的保护作用 
 Protective Effect of Soluble FGFR4 Extracellular Domain 
on Tetracycline-induced Fatty Liver 
 
姜   远 
 
指导教师姓名：俞春东 教授            
专 业  名 称：细胞生物学 
论文提交日期：2010 年 4 月 
论文答辩时间：2010 年 6 月 
学位授予日期：2010 年  月 
答辩委员会主席：           
评    阅    人：           
















































（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 






                             声明人（签名）： 

















目  录 
 
摘  要 ...........................................................................................................................1 
前  言 ...........................................................................................................................3 
1 成纤维细胞生长因子受体 FGFR4....................................................................3 
1.1 FGFR4 基因的定位与表达.......................................................................3 
1.2 FGFR4 的结构...........................................................................................3 
1.3 FGFR4 与配体...........................................................................................4 
1.4 FGFR4 的激活和信号转导.......................................................................4 
1.5 FGFR4 与肝脏功能的调控.......................................................................5 
































2.5 蛋白样品的制备与 Western-blotting.....................................................23 
2.6 实验动物模型的使用.............................................................................25 
2.7 组织切片与染色.....................................................................................26 
2.8 谷丙转氨酶（ALT）活性测定 .............................................................28 
2.9 血清甘油三酯和总胆固醇的测定.........................................................28 
2.10 肝脏甘油三酯的测定...........................................................................29 
2.11 实时荧光定量 PCR（Real time PCR） ..............................................29 
2.12 统计学处理...........................................................................................31 
结果与分析 .................................................................................................................32 
1 可溶性 FGFR4 胞外区真核表达载体的构建与表达.....................................32 
2 可溶性 FGFR4-ECD 抑制 FGFR4 的信号传递 .............................................33 
3 可溶性 FGFR4-ECD 对 FFA 诱导的细胞脂肪变性的保护作用 ..................35 
4 FGFR4-ECD 对四环素诱导的药物性脂肪肝的保护作用 .............................36 
4.1 FGFR4-ECD 削弱四环素导致的肝损伤 ...............................................36 
4.2 FGFR4-ECD 削弱四环素导致的肝脂肪变性和脂质沉积 ...................38 
4.3 FGFR4-ECD 对四环素引起的血脂异常的影响 ...................................42 
4.4 FGFR4-ECD 和四环素对肝脏脂肪代谢相关基因的影响 ...................43 
5 FGFR4-ECD 对胆囊充盈的影响 .....................................................................45 
讨论与结论 .................................................................................................................47 
参考文献 .....................................................................................................................49 



















1 Fibroblast Growth Factor Receptor 4..........................................................................3 
1.1 The Gene and Expression of FGFR4 .........................................................3 
1.2 The Structure of FGFR4 ............................................................................3 
1.3 FGFR4 and Ligands...................................................................................4 
1.4 The Activation and Signal Transduction of FGFR4 ..................................4 
1.5 FGFR4 and Liver Functional Regulation ..................................................5 
1.6 FGFR4 and the Regulation of Gallbladder Filling...................................10 
2 Fatty Liver..........................................................................................................10 
2.1 The Definition of Fatty Liver...................................................................10 
2.2 The Classification of Fatty Liver .............................................................10 
2.3 The Mechanism of Non-alcoholic Fatty Liver Disease ...........................11 
2.4 Tetracycline-induced Fatty Liver and Mouse Models .............................12 
3 The Expression of Foreign Genes by Tail Vein Injections of Naked Plasmid ...13 
4 Purpose of this Thesis ........................................................................................14 
Materials and Methods..............................................................................................16 
1 Materials ............................................................................................................16 
1.1 Plasmids, Bacterium, Cell Lines and Animals.........................................16 
1.2 Antibodies ................................................................................................16 
1.3 Main Reagents .........................................................................................16 
1.4 Main Equipment.......................................................................................18 
2 Methods..............................................................................................................19 
2.1 The Construction and Purification of Plasmid.........................................19 
2.2 Cell Culture and Treatment......................................................................20 
2.3 Transient Transfection..............................................................................20 














2.5 Protein Preparation and Western-blotting ................................................23 
2.6 Mouse Model ...........................................................................................25 
2.7 Tissue Section and Staining .....................................................................26 
2.8 Determination of Alanine Transferase Activity .......................................28 
2.9 Determination of Serum Triglyceride and Total Cholesterol...................29 
2.10 Determination of Hepatic Triglyceride ..................................................29 
2.11 Real time PCR........................................................................................29 
2.12 Statistical Analysis .................................................................................31 
Results .........................................................................................................................32 
1 Construction of Eukaryotic Expression Vector of Soluble FGFR4-ECD and Its 
Expression.............................................................................................................32 
2 Soluble FGFR4-ECD Inhibits FGFR4 Signaling ..............................................33 
3 Protective effects of FGFR4-ECD on FFA-induced Steatosis...........................35 
4 Protective effects of FGFR4-ECD on Tetracycline-induced Fatty Liver ..........36 
4.1 FGFR4-ECD Abrogates Tetracycline-induced Liver Injury....................36 
4.2 FGFR4-ECD Abrogates Tetracycline-induced Hepatosteatosis ..............38 
4.3 Effects of FGFR4-ECD on Tetracycline-induced Reduction of Serum 
Lipid...............................................................................................................42 
4.4 Impacts of FGFR4-ECD and Tetracycline on Hepatic Genes Involved in 
Lipid Metabolism...........................................................................................43 
5 Effects of FGFR4-ECD on Gallbladder Filling .................................................45 
Discussion and Conclusion ........................................................................................47 















摘  要 
1 
摘  要 
 
    成纤维细胞生长因子受体 4（FGFR4）是一种跨膜酪氨酸激酶受体，其在胆
汁酸代谢及脂肪代谢中起重要的调控作用。在高脂饮食条件下 FGFR4 会促进脂






























Fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4) is a transmembrane tyrosine kinase 
receptor which plays a crucial role in the regulation of bile acid metabolism and fat 
metabolism. FGFR4 underlies high-fat diet-induced fatty liver, suggesting that 
inhibition of FGFR4 activity may be an effective way to prevent and cure fatty liver. 
With the increased use of drugs, drug-induced liver injury, including drug-induced 
fatty liver also increased, so it becomes very necessary to look for an effective method 
for treating drug-induced fatty liver. The purpose of this paper is to explore whether 
neutralization of FGFR4 ligands by FGFR4 extracellular domain will inhibit the 
activity of FGFR4, and prevent the drug-induced fatty liver. FGFR4 extracellular 
domain eukaryotic expressing vector was constructed. We confirmed that FGFR4 
extracellular domain is secreted into the culture medium and inhibits FGFR4 
signaling pathway. In the tetracycline-induced fatty liver mouse model study, soluble 
FGFR4 extracellular domain was expressed in mouse livers by high-pressure tail vein 
delivery transfection of plasmid DNA. We show that soluble FGFR4 extracellular 
domain abrogated tetracycline-induced hepatosteatosis, reduced the elevation of 
serum ALT levels and the accumulation of hepatic lipids. FGFR4 extracellular 
domain also improved tetracycline-induced reduction of serum lipid. Taken together, 
these results demonstrate the significant protective effect of soluble FGFR4 
extracellular domain on tetracycline-induced fatty liver, suggesting an innovative 
therapeutic approach for treating drug-induced fatty liver. 
 
Key words: Fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4); drug-induced fatty liver; 
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前  言 
 
1 成纤维细胞生长因子受体 FGFR4 
成纤维细胞生长因子受体（fibroblast growth factor receptors，FGFRs）是一
类跨膜酪氨酸激酶受体。现已发现 FGFR 家族包括五个成员，即 FGFR1（flg）、
FGFR2（bek）、FGFR3、FGFR4[1]和 FGFR5（FGFRL1）[2]，其中 FGFR5 是一种
激酶缺失的受体[2]。FGFRs 通过与成纤维细胞生长因子（fibroblast growth factors，
FGFs）结合，介导 FGF 信号传递到细胞质中。现已发现 FGF 家族至少有 25 个




1.1 FGFR4 基因的定位与表达 
人类的 FGFR4 基因定位在位于染色体的 5q35 区，长约 11.3 kb，包含长度
在 71bp-600bp 之间的 18 个外显子，翻译的起始与结束位点分别位于第 2 号与
18 号外显子[6]。 
小鼠的 FGFR4 基因位于 13 号染色体的 B1 区，包含 14 个外显子。基因全
长约 15.9kb，翻译的起始与结束位点分别位于 2 号和 14 号外显子。 
Partanen 等[1]在研究中运用 Northern Blot 方法对人 17-18 周的胎儿 mRNA 进
行检测，发现在胎儿的肾上腺、肺、肾、肝脏、胰腺、肠、横纹肌、脾脏等组织
中均可检测到长约 3.0kb 的 FGFR4 mRNA，其中 FGFR4 mRNA 在胎儿的肾上
腺和肺中高表达。Hughes[7]应用免疫组织化学方法在成人组织中同样检测到
FGFR4 在上述组织中的表达，且注意到 FGFR4 在成人血管壁中有较高表达。有
研究表明 FGFR4 在乳腺癌、胰腺癌、肾癌等组织中也有较高表达[8-11]，在结肠
癌、肺癌、肝癌组织中也检测到 FGFR4 的表达[12]，提示 FGFR4 可能在上述癌
症中起一定的作用。 
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与 FGFR 家族其他三个成员一样，完整的 FGFR4 由三部分组成，即胞外区、
跨膜区以及胞内区[13]（图 1）。胞外区为配体结合区域，由 3 个免疫球蛋白样结
构域（D1-D3）及其间短的连接部分组成。其中 D1 和 D2 之间有一段由近 30 个
谷氨酸和天冬氨酸构成的氨基酸序列，称为酸盒（Acid Box）[14]。D3 的多样性
拼接是决定 FGFR 特异性的主要因素，FGFR1-3 均存在由 D3 的多样性拼接而形






图 1  FGFR4 结构示意图 
Fig. 1  Structure of FGFR4 
 
1.3 FGFR4 与配体 
在已知的 FGFs 中，FGFR4 的配体为 FGF1、FGF2、FGF4、FGF6、FGF8、
FGF9、FGF16、FGF17、FGF18 和 FGF19[15, 19]。FGFs 与 FGFR4 的结合需要肝
素（heparin）或硫酸乙酰肝素蛋白多糖（heparan sulfate proteoglycans，HSPG）
的参与[20]。FGFR4 胞外部分的 D2 区存在一个保守的带正电荷的区域，为肝素
的结合位点[13]。细胞外间质的 HSPG 与 FGFs 有弱亲和性，可以把 FGFs 至细胞
表面，拉近它们与 FGFR4 的距离，使二者更易结合而完成信号传递。 
 
1.4 FGFR4 的激活和信号转导 
FGFR4 的二聚体化其信号传递中的一个重要步骤，也是 FGFR4 活化的重要



















Ras/Raf/MEK/ERK 途径径是 FGFs 诱导多种细胞增殖的重要路径。在该信号
途径中，激活的 FGFRs 可以募集 FRS2α，使其酪氨酸被磷酸化[23]，从而使 Ras
处于 GTP 连接的激活状态，Ras 与一些效应蛋白如 PI23、Raf 反应而激活细胞内




FGF/ERK/SNAIL1 信号通路调控肌肉祖细胞的出现时间[25]。而 Holt 等[26]发现
JNK 抑制剂 SP600125 可削弱 FGFR4 及其配体 FGF19 对 CYP7A1 的抑制作用，
提示 FGFR4 也可通过 JNK 相关的信号途径发挥作用。 
可以推测通过以下方式可阻断 FGFs/FGFR4 的信号传递：（1）可溶性的
FGFR4 调节 FGFs/FGFR4 的信号传递。在人 MCF-7 乳腺癌细胞中鉴定出的可溶
性 FGFR4 阻断了 FGF1 诱导的 MAPK 的磷酸化[27]。（2）用中和性抗体影响




1.5 FGFR4 与肝脏功能的调控 
FGFR1-4 在人体肝脏中均有表达，FGFR4 基因是 FGFR 家族中唯一在成熟
肝实质细胞中被检测到高表达的成员[28]。FGF19 为 FGFR4 的特异性配体[19]。近
期研究发现，在肝细胞中 FGF19 与 FGFR4 的结合除了依赖 HSPG 的参与，还与
βKlotho 蛋白（一种跨膜蛋白）密切相关[29, 30]。研究证实，小鼠的 βklotho 基因
被敲除后，其体内 FGFR4 下游的信号受阻[29]。βKlotho 可与 FGFR4 直接形成
βKlotho-FGFR4 复合物，FGF19 只有在 βKlotho 的作用下才能与 FGFR4 结合产
生信号传递[30]。小鼠体内不表达 FGF19，人的 FGF19 与小鼠的 FGF15 在氨基酸
水平上有 53%的同源性，高于 FGF19 与 FGF 家族其他成员的相似性，FGF15 可







































点的胆汁酸应答元件（bile acid responsive element，BARE）上的核受体HNF4

































































综上所述，胆汁酸与 FXR 结合，在小肠内诱导 FGF15 表达，在肝脏内诱导
SHP 的表达。FGF15 以内分泌的形式在肝脏激活 FGFR4，并与 SHP 共同作用，
抑制 CYP7A1 的表达，从而抑制胆汁酸的合成。FGF15 与 FGFR4 作为肠肝信号
通路的重要组分，与 SHP 共同作用，维持胆汁酸的生理平衡（图 2）。 
 
 
图 2  FGFR4 和 FGF15 对胆汁酸代谢的调控作用 
Fig. 2  FGFR4 and FGF15 on the regulation of bile acid metabolism  
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其脂肪肝的症状较轻。在恢复 FGFR4 基因敲除小鼠肝脏内的 FGFR4 表达后，
其血脂水平下调，且表现出明显的高脂食物诱导的脂肪肝症状，但依然表现胰岛
素抵抗、葡萄糖不耐受。由此可见，肝脏中的 FGFR4 在对血脂的调控及肝脏脂
肪代谢中起重要作用，而其他器官表达的 FGFR4 可能影响到葡萄糖的代谢[33]。 
 
1.5.4 FGFR4 与肝损伤修复 
    CCl4 诱导的小鼠肝损伤和肝纤维化动物模型是一种常用的研究肝损伤和纤




键酶为细胞色素 P450 2E1（Cyp2E1）[34]。利用 CCl4 诱导的小鼠肝损伤模型研究
发现 FGFR4 基因敲除小鼠肝损伤速率加快，表现出明显的肝肿大及肝小叶修复
延迟现象。在肝损伤修复的过程中，与野生型小鼠相比，FGFR4 基因敲除小鼠
肝脏的 Cyp2E1 在 mRNA 和蛋白水平均延迟下调，即 FGFR4 可通过快速下调
Cyp2E1 而在 CCl4 诱导的小鼠肝损伤中起保护作用[34]。 
 
1.5.5 FGFR4 与肝癌 
    Desnoyers 等[12]在肝癌组织中检测到 FGFR4 和 FGF19 的 mRNA。Nicholes
等[47]发现，骨骼肌中过表达 FGF19 的转基因小鼠出生后 2 个月即表现出肝脏甲
胎蛋白mRNA水平上调，10月龄的FGF19转基因小鼠体内就可发现明显的肝癌。
在 FGF19 转基因小鼠的肝癌中，有 44%可检测到核 β-catenin 的表达。应用抗
FGF19 的多克隆抗体可抑制 FGF19 转基因小鼠肝癌的生长[12]。FGF19 可提高
β-catenin 酪氨酸磷酸化水平，而 FGF19 的抗体则可以消除这一作用[48]。上述研
究结果提示 FGF19 可能通过与 β-catenin 相关的机制在肝癌发生发展过程中起调
控作用。Bange 等[49]的研究发现 FGFR4 基因的 388 位密码子具有单核苷酸多态
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